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要 旨
細胞膜障害作用を一次作用点とする copiamycin，azalomycin F，clotrimazole miconazole 
の細胞膜上の標的物質を探索して作用発現のメカニズムを明らかにする事を目的とした。 copi-
amycinは， 広い抗真菌作用と共にある種の細菌にも抗菌力を示した。 Copiamy∞ 戸cinは感受性菌
でで、ある Sαωzυ，rC，lZClん作正 で巾 α11lteωG叫， Cα仰ndめidα5政れte
た。これら不活性化成分は，一般脂質分析法による分画で酸性グリセロリン脂質分画にあるこ
とが確かめらオした。このリン脂質は標品との比較により cardiolipin，phosphatidyl glycerol， 
phosphatidyl inositol と同様な定性反応を示し， これら 3種のリン脂質とも主要な脂肪酸残
基は 4種の脂肪酸の混合物であり， 80%以上は分岐した C15の脂肪酸であった。抗真菌性抗生
物質 azalomycinF は，これら酸性リン脂質により copiamycinと同様な不活性化作用を受け
た。両薬剤は，合成グリセロリン脂質により不活性された。 その強さは， ポリオー ノレを有する・
リン脂質，不飽和脂肪酸残基をもっリン脂質， 飽和脂肪酸残基をもっリン脂質の順であった。 
clotrimazoleは， 不飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸残基を有するポリグリセローノレリン脂質によ
り不活性化された。 miconazoleは，不飽和脂肪酸と，広く不飽和脂肪酸残基をもっリン脂質に
よって不活性化された。 
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略語一覧 :CPM・・ copiamycin， AZM... 'azalomycin F， CTZ... .clotrimazole， 
MCZ. ...miconazole，CL・・ cardiolipin，PG....phosphatidyl glycerol， 
PI. ...phosphatidyl inositol，PC....phosphatidyl choline 
緒 宅雪-
合成薬剤の 5-fl.uorocytosineなど以外は， polyene 
F司
macrolide系抗生物質等の膜障害作用を一次作用点とし
非常に多くの抗細菌性化学療法剤が開発され，抗生物 た限られたものが多い。 copiamycinDは発見当初広い抗
質を中心にして細菌による大部分の感染症は制圧される 真菌作用2)を持つ抗真菌抗生物質として報告され，作用
に至った。一方，抗真菌剤に関しては， in vitroで顕著 機作の研究3-4)から細胞膜障害作用が一次作用点である
な抗真菌作用を示す薬剤も決して少なくないが，真正核 とした。 azalomycinF5，9)は真菌及びグラム陽性細菌に
細胞に属する真菌では，細胞表層構造も蛋白等の高分子 抗菌力を示し， その作用機作7引は細胞膜障害作用であ
合成過程も，細菌より高等動物により近縁のため，これ ると報告された。新井等9)により polyene macrolide 
らの抗真菌剤の多くはヒトに対しでも毒性が強く，細菌 群抗生物質が細胞膜のステロー 1レと結合して不活性化さ
に対する penicillin・cephalosporin系抗生物質のよう れることは抗生物質研究の初期に見い出されたが，その
な選択毒性の優れた抗真菌剤の開発は困難である。現在 後， Lampen10，1D， Kinsky12，13)， Gottlieb14，15)等によ
臨床上使用されている薬剤は抗生物質の griseofulvin， る作用機作の研究によって polyenemacrolicleが細胞膜
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のステローノレ類に結合し，これを障害することが詳細に
解明された16-20)。また， polyene macrolide以外の膜障
害作用を一次作用点と考えられている抗生物質に， poly-
がある。)mycobacillin23-252)，pyrrolnitrin1)，myxins2
これらは，感受性菌の膜リン脂質又はステローノレの一方
又は両者によって不活性化され，これらの相互作用が作
用機作となっていると報告されている。他方，合成抗真
菌剤Jclotrimazole，miconazoleは，ベンゼン環にクロ
ーノレ置換をもっイミダゾーノレ誘導体であり，広い抗真菌
性と抗細菌性を有する。両薬剤の作用機作の研究とし
て岩田等2647〉，山口28・29)，Van Den Bossche等30)， 
Swany等31唱)， Holt等33)の報告がある。これらはいず
れも細胞膜を一次作用点としており，特に山口問は 
Clotrimazole，miconazoleが細胞膜の不飽和脂肪酸を
側鎖としてもつリン脂質により不活性化されることを示
し，両薬剤の標的物質は不飽和脂肪酸残基を有するリン
脂質であると述べている。
著者は，新しい抗真菌性化学療法斉IJの開発に資するた
め，これら抗真菌剤の細胞膜上の標的物質を検討し，そ
れぞれの抗真菌作用の異同，特徴を研究したので，その
結果を報告する。
実験材料および方法 
1. 使用薬剤および試薬
抗真菌抗生物質 copiamycin，azalomycin F，合成抗
真菌剤 clotrimazolemiconaz"oleはそれぞれ協和発酵
(株)，三共(株)，バイエノレ薬品(株)，エー ザ、イ薬品(株)
から提供された。リン脂質 phosphatidicacid dipalm-
itoyl，phosphaticlic acicl clioleoyl，phosphaticlyl cho-
line clipalmitoyl，phosphaticlyl choline clioleoyl， 
phosphaticlyl glycerol clipalmitoyl， phosphatidyl 
glycerol clioleoyl，phosphaticlyl glycerol，phospha-
tidyl inositol，carcliolipinは SerdaryRes. Labo.の
製品を使用した。 
2. 使用菌株および培養基
抗菌力試験，不活性化測定の被検菌，及びリン脂質抽
出材料の菌株は，教室保存菌株の Sarcinalutea IFM 
2066，Candida stellatoidea IFl¥在 4024， Candida 
albicans IFM 4080を使用した。
培養基は，S. luteaのリン脂質の抽出には Nutrient 
bouillon，抗菌力試験，不活性化測定のために細菌には 
Heart infusion agar，真菌には Sabouraudagarを使
用した。 
3. S. luteα菌体メタノーノレ抽出液の作成と抗真菌

剤j不活性化測定法
 
i閏
抗真I富斉IJ不活性化の測定は，被検菌を塗抹した平板を
作成し，抗真菌剤メタノール溶液と被検物質のメタノー
ノレー クロロホ/レム溶液を混合し， paper cliscに浸ませ，
乾燥後拡散法による発育限止円の減少により測定した。 
S. luteα菌体メタノール抽出液の作成は S.luteaを 
nutrient bouillonで370C，24時間培養しだ菌体を遠心
法により集め，生理食塩水で 2回洗浄後，洗浄菌体を培
養液と同量のメタノーノレで抽出し，菌体量とほぼ同量に
なるまで濃縮，この濃縮液のし O.5，O. 25，O. 125 ml 
の各液量と最終濃度 300mcg/mlになるように調製した 
copiamycin溶液 1mlとを混合して， これにメタノー
ノレを加えて全量 2mlとした。 これを不活性化試験に使
用した。 
4. 不活性化成分の抽出・分画法・同定 
S. luteαを同様に nutrient bouillon にて培養し，
菌体を遠心分離により集め，生理食塩水にて洗浄後，菌
体を Bligh-Dyer法の変法ωにより抽出した。この抽出
液の溶媒分画を行い，不活性化成分の分画部を，さらに 
DEAE-セノレロースカラムクロマトグラフィーで分画し
た。この分画物につきシリカゲノレ薄層クロマトグラフィ
ーと各種検出試薬を使用して標品と比較し，同定した。 
5. S. llttea由来リン脂質の脂肪酸部の検討 
3種のリン脂質の脂肪酸部分を明らかにするため，塩
酸メタノー ノレで、常法34)通り処理し， メチノレエステJレとし
てガスクロマトグラフィー(島津 EPI-G3を使用)を
行って標品と比較した。さらにこのエステノレの Massス
ペクトノレ分析(日本電子 JMS司 OISG・ 2を使用)を行っ 
fこ。
実験成績 
1. copiamycinの抗菌作用 
copiamycinの抗菌スペクトルを Table 1に示した。 
copiamycinは真菌に対しては広い抗真菌活性がすでに
知られているが，S. luteaに感受性が観察された。そこ
で，さらに Sω-cinαの各菌種の抗細菌性を検討してみ
ると， Table 2に示すように，Sarcuzaの菌種には広
く抗菌力を示した。 
2. S. lteαの菌体抽出成分による copiamycinの
不活性化 
S. llltea IFM 2066の菌体メタノーノレ抽出液を copia-
mycinと混合することにより， copiamycinの抗真菌性
も抗細菌性も不活性化された。 Table3に見られるよう
に，抽出液の混合量が増加することにより不活性化は増
加し，被検菌 S.luteαIFM 2066及び C.stellatoidea 
IFM 4024によって不活性化，作用の違いはなかった。
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Table 1. Antimicrobial spectrum of copiamycin 
Test叩山n )IMIC (mψ.nlり 
S仲 h勾刷y〆lococω … 
Baci江lluωs s幻lt必btれ1五s >100.0 
Sαγ cina lutea 3.12 
.1i1:ycobacteriuJl. smegmatis >100.0 
Escherichiα coli >100.0 
Pseuclomonαsαeγ uginosa >100.0 
Cα :nclida albicans 1.56 
Sα ccharomyc巴s cervisiαe 3.12 
Jlspergillus nigar 3.12 
Medium: Nutrient agar 370C，24 or 48hr for 
bacteria and 4 %glucose Sabouraucl agar 370C， 
24 or 48hr for fungi. 
Table 2. Minimum inhibitory concentration 
of copiamycin on Sarcilla 
Test organism MIC 
S. .flava IFM 2242 25.0(12.5) 
IFM 2243 3.12 
S. hansenii IFM 2247 25.0 
IFM 2248 12.5(6.25) 
IFM 2249 12.5 
S. lutea IFM 2066 3.12 
IFM 2114 12.5(6.25-1.56) 
IFM 2115 12.5 
IFl¥在 2244 6.25(3.12) 
IFl¥在 2245 >100.。
IFM 2246 >100.0 
S. sub.flava IFM 2116 3.12 
S. ureae IFM 2250 1.56 
IFM 2251 6.25(3.12) 
IFM 2252 6.25(3.12) 
IFM 2253 100.0(50.0-12.5) 
Medium: Nutrient agar，3rC，24hr 
In parentheses: incomplete inhibition 
Table 3. Effect of methanol extract of S. lutea 
IFM 2066 on copiamycin activity 
methanol extract (ml) 
Ind icator organism 
o 1 0.5 0.25 0.125 
S. lutea IFM 2066 !15.0 0 10.3 12.7 14.7 
C. stellatoideaIFM 4024 114.6 0 11.5 12.3 13.7 
Figures indicate cliameter of inhibition zone 

in mm. Copiamycin: 300mcg/ml 

εαS.lutWet ce11 of 
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Fig. 1 Extraction and purification of S. llltca 
IFM 2066 phospholipids 
3. copiamycin不活性化物質の探索
不活性化成分は脂溶性であり脂質である， と考えられ
たため， Fig. 1に示したごとく，S. lutea菌体成分を
脂質一般分画に従い， copiamycinの不活性化を指標と
して分画した。まず， Bligh-Dyer法の変法により抽出，
さらに溶媒分画を行うと，アセトン不溶，エチノレエーテ
ノレ可溶のリン脂質分画に，目的の不活性化成分があっ
た。この分画部の DEAE・セルロースカラムクロマトグ
ラフィーでは，活性物質は酸性リン脂質(ポリオール基
を持つグリセロリン脂質)分画にあった。この酸性リン
脂質を CHCla占1eOH-H20 (65: 25 : 4)の溶媒系でシ
リカゲノレの薄層クロマトグラフィーを行い，主な 3種の
リン脂質が検出された。このリン脂質は，脂溶性の強い 
種のリン3。この(Fig.2)としたCC]，CB]，CA]慎に)1
脂質は標品との比較により，それぞれ carc1iolipinCCL]， 
phosphatidyl glycerol CPG]，phosphatidyl inυsitol 
。 。発・ @ 
CL・
 
PG・ @
。。
。 
Pl • 
PC. 
Fig. 2 Thin-layer chromatography of phospho・ 
lipic1s of S. lutea IFM 2066 
Solvent system: CHCb-MeOH-H20(65: 25 : 4). 
中:Total complex phospholipids of S. lutea IFM 
2066. CL: carc1iolipin，PG: phosphaticlyl gly-
cerol，PI: phosphatidyl inositol，PC: phosph・ 
atidyl choline. 
Table 5. Effect of several fatty acids ancl phospholipicls 
on the activity of antifungal agents 
S. llltea C. albicans 
Lipid 
CPM AZM CPM AZM 
palmitic acicl 
phosphatidic acicl clipalmitoyl + ++日廿什廿件日廿川廿+ -1-
十円廿
phosphaticlyl choline c1ipalmitoyl 
phosphatic1yl glycerol c1ipalmitoyl 
+ + 

+ト 4十
廿
H
oleic acicl 十十
廿phosphatic1ic acicl clioleoyl 
H
十ト 件
phosphatic1yl choline clioleoyl H 十十廿川甘
phosphaticlyl glycerol dioleoyl 十件 判ト 
Reversal of activity; +:0-50%，件:51-75%， 俳:76-100%. 

Molar ratio: antifungal agent/lipicl (1/4). 

CPM: copiamycin (300mcg/ml for S. lutどa，100mcg/ml for C. albicans). 

AZM: azalomycin F (200mcg/ml for S.lutea，100mcg/ml for C. albicans). 

Meclium: S. lutea for heart infusion agar，C. albicalls for・4%glucoseSabouraucl agar 

~ 
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Table 4. Color reaction of S. lutea IF加i2066 
phospholipicls 
Spot A B C 
RF value 
CP恥1antagonizing activity 
P 
NI-h 
NH 
choline 
vic.OH 
sugar 
sterol 
Detection: P; Vaskovsky-Kostetsky 

NH2; ninhyclrin 

NH; NaOCl・benzicline
 
choline; Dragenclorff 

vic-OH; NaIO・Schiff
 
sugar;α.naphtol 

sterol; H2S04-HOAc 

(PI]に近い Rf値を示し，各種検出試薬 (Table 4) 
においても，標品と等しい定性反応を示した。さらに，
脂肪酸部分についてはガスクロマトグラフィー (Fig.3) 
を行い， 3種のリン脂質 (A]，(B]，(C]とも図中の実
線で示した全く同一のピークを示す結果を得た。これら
リン脂質は約4種の脂肪酸の混合物であり，主なピーク
の脂肪酸はピークの面積比と図中に点線で示した標品と
の比較及び Massスペクトノレ (Fig. 4)親イオン m/e 
256の知見より，分岐した炭素数 15の脂肪酸が80%以上
含まれていることが明らかとなった。 
0.71 0.58 0.25 
+ _j_ + 
+ _j_ 十 
十 」ー 
i閏
1: ~lethyl my，'istate 
2: " pentadecanoate 
3: " palmitate 
4: " stearate 
3 
4 
" 
" 
. 
‘・.。
¥ 
10 15 2Cト 
丁目ne(mlnutes) 
Fig. 3 Gas chramatography of acyl group of 
S. luted phospholipicl 
Column: 100cm，packecl with SE・30;tempera-
ture，2200C 
74 
18 
r
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、 
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25& 
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Fig. 4 Mass spectrum of acyl group of S. lutea 
phospholipicl 
4. 各種リン脂質，脂肪酸の抗真菌剤の不活性化 
Table 5に示したように， copiamycin，azalomycin 
F は， グリセロリン脂質により広く不活性化を受ける 
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Table 6. Effect of several polyol-containing る。また，感受性菌の細胞膜上の標的物質も同じであっ
phosphatides on the activity of たぺ標的物質となりうる脂質は不活性化の}I慎から，不
antifungal agents 飽和脂肪酸残基をもっポリグリセロリン脂質が最も可能
/3. l/itl.'a C. albicLlJl.; 性が高く，次に飽和脂肪酸残基をもっポリグリセロリン
脂質，次に上記以外の不飽和脂肪酸残基をもっ各種のリ1 CPM AZM ;¥， 
Lipicl ICPM AZ 
ン脂質，さらに不飽和脂肪酸残基を有する中性脂質類や
carcliolipin 十 刊十 -H十 十朴 
遊離脂肪酸の順であると考えられた。イミダゾーノレ系薬
十トphosphaticlyl glycerol 4 廿十 十社 十件 
剤 clotrimazole，miconazoleでは， 111 口等~8) の報告に
phospl叫 #ト 十社 十:+ 十件
も示されるように， リン脂質よりも不飽和脂肪酸の不活 
Table 7. Effect of several fatty acicls ancl phospholipicls 
on the activity of antifungal agents 
S. luteα c.α:lbicω1.5 
Lipicl 
CTZ MCZ CTZ MCZ 
palmitic acicl 
phosphatidic acid dipalmitoyl 
phosphatidyl choline dipalmitoyl 
phosphatidyl glycerol clipalmitoyl 
oleic acicl + 十件、 十 十
phosphatidic acid dioleoyl 廿 十ト
phosphatidyl choline dioleoyl +十 十
phosphaticlyl glycerol clioleoyl + 十 十 件 
Reversal of activity; +:0-50%， 件 :51-75%， 十件 :76-100%. 

Molar ratio: antifungal agent/lipid (1: 4). 

CPM: clotrinazole (10mcg/ml for S. lutea，5mcg/ml for C. albicans). 

MCZ: miconazole (100mcg/ml for S.lutea，lOmcg/ml for C. albicans). 

Medium: S. lutea for heart infusion agar，C.αlbicαns for 4%glucose Sabouraucl agar. 

が，特に親水性基がポリオーノレ基をもっリン脂質に強い 性化が強いことから，標的物質をリン脂質として限定す
不活性化を受けた (Table6)。疎水性基部で、は，脂肪酸残 るのでなく，不飽和脂肪酸残基を有する脂質類であると
基が飽和より不飽和の場合に強く不活性化され，従って 考えることができる。
両者を兼備えているグリセロリン脂質には強い不活性化
が見られた。合成抗真菌剤 clotrimazoleは，飽和脂肪酸
謝 辞
と飽和脂肪酸残基をもっリン脂質には不活性化されなか 本研究を遂行ずるにあたり，御指導を賜わった新井正
った。しかし，不飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸残基を有する 教授，制l助言を賜わった北海道薬科大学黒回収子教授，
一部のリン脂質(phosphatidylglycerol clioleoyl)に不活 東邦大学薬学部野村太郎助教授，数々の{JI'I援助を惜しま
性化された。 miconazoleは，不飽和脂肪酸とそれを脂肪 れなかった当教室の皆様に感謝の意を表します。 
酸残基とするリン脂質により不活性化された(Table7)。
SUMMARY 
考察 
Copiamycin，an antifungal antibiotic，exhibits 
copiamycinと azalomycinFの S.luteαの菌体脂
antimicrobial activity against a few bacteria in 
質，あるいは各種リン脂質の標品による不活性化作用
aclclition to a wide variety of fungi. The me-
は，非常に類似している。従って，両抗生物質は紫外線
thanol extract of sarcina lutea，one of the most 
吸収スベクトノレ， 元素分析値等の物理化学性状と1)5)， susceptible bacteria，was founcl to reverse the 
抗細菌活性等の有無などの微生物'作用1引，6)の点で一部 antimicrobial activity of copiamycin. The re-
が異つてはいるが，作用部位は類似していると思われ versing activity was associateel with the pho・
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spholipicI fraction of the bacteria. The pho・ 
spholipicI fraction was purifiecI to give three 
kincI s of phospholipic1 swhich hacI reversal activity 
against copiamycin. The chemical properties of 
three phospholipicls were stucliecl. The ester por-
tions of the three phospholipic1 s consistecI of the 
same fatty acicls， and the main fatty acicl was 
assll旧 meclto be branchecI -chain fatty acicl of Cl臼 5.
 
The S. lutea phosphoilicls also reversecl the 
activities of azalomycin F. The antagonistic 
e旺 ectof authentic phospholipids and fatty acicls 
was also stlldiecl by the same methocl. As the 
antimicrobial activities of copiamycin ancl 
azalomycin F were storongly reve1' secl in the 
same manne1' by the polyol-containing phospha-
ticles， the sites on the cell memb1' ane sensitive 
to both antibiotics a1' e assumecl to be iclentical. 
On the other hancl， the activity of miconazole 
was most strongly a旺 ecteclby unsaturatecl fatty 
acic! s and was weakly affectecl by clife1' ent pho・ 
spholipicls with unsaturatecl acyl groups. The 
activity of clot1' imazole was weakly affected by 
unsaturatecl fatty acicls ancl some polyglycer叫 pho・ 
sphaticles. 1t was postulatecl that the sites on 
the •cell memb1' ane sensitive to miconazole ancl 
ent from those sensitive 1' are clifeimazole1' clot
to copiamycin ancl azalomycin F. 
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